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 培養細胞は,inviもroの培養系での増殖様式により,2つに分類できる。4つは無限に
 増殖可能左細胞集団で,esta。blishedoellline(樹立細胞系)と呼ばれ,他は,あ
 る程度の分裂の筏分裂不能になってしまうcellstrain(細胞・株)と呼ばれる集団である。
 前者は,多くは可移植性の細胞であり,生体に移植した場合,悪性腫瘍をつくる。その染色体は,
 二倍体性を逸脱しているのが普通である。正常組織を,invitroの培養に移すと,その二倍
 体性を維持する限頓,それは限られた増殖しか示さない。とのご倍体細胞死滅の原因は,細菌の
 感染や,潜在性ウイルスの顕在化によるものではなく'.細胞そのものに内在する性質であ夢,そ
 の・分離された動物種によ9.、概ね分裂回数が決まっているという。人二倍体細胞は,非常に樹立
 細胞系に移行しにくいと云われ,細胞の老化を観察するのに適し充系である。
 本実験では,この細胞を用いて.継代をおって,様々なうえこみ数のもとでの増殖様式を明ら
 かにし,二倍体細胞集団死滅への経過を詳細に観察した。
 実験材料および方法
 細胞は,人工流産した胎児の肺より分離した..,ほとんど繊維芽細胞のみの二倍体細胞集団で,
 組織からの分離は,4。q24時間,酵素液に浸した組織細片に,新たに酵素液を加えて,マグ
 ネチツクスターラーで数時間攪拌し,細胞を離散させ,遠心で細胞を集め,初代培養に移した。
 培地は,田agleのM団Mに,親牛血清20嘱bactopeptoneO、05%,kal!alヨgcin
 O.0て%を加えた亀のを用い、酵素液は,Dulbeccoの燐酸緩衝液護リットル当りプ500肌gの
 trypsin,50肌gの呂DTA,10肋gのkanamycinを溶解したものを使用した。
 細胞の維持券よび継代には,5%の炭酸ガス孵卵器にて,90呪駝のシャーレを用鴨培地交換
 は5～4日目に行疫つた。うえかえは}fuUshee七に達する直前,酵素で細胞のsheet
 をばらばらにした後,培地を加え,plpe繍ingで細胞を離散させ,約100万個を継代した。
 増殖曲線を得るためには,5000個～5万個のうえこみは,45η乙ηるンヤーレに行丘い,100個
 ～4000個に於ては,55職しのPlalGon製プラスチックシャーレを使用じた。
 細胞数計算は、細胞数の十分多い時には,細胞懸濁液を血球計算盤を用いて数え,少数細胞の'
 増殖を見るためには,シャーレに附蒲じた細胞を直接固定,染色じ,実体顕微鏡にて数えた。
 実験成績および考按
 大量培養に於いて,継代による増殖様式の変化を見るため,各継代の細胞より5万個の細胞を
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 45?π吼シャーレにうえ,増殖曲線をとると,初代より50代までは,その増殖速度はほとんど変
キ
 らず,細胞倍化時間はろp_5時間であった。50代を過ぎると,倍化時間は急速に延長し,40
 代ではほとんど増殖不能に旋ってしまう。す左わち,木星培養での継代の効果は,Gha.ngや
 Ha∫yfliohの形態的観察の結果と同様,培養末期に急速に現われる。継代によってシャーレに
 つきえぬ細胞が増加してゆき,それが倍化時間の延長をす、たらすとの報告があるが,宏実験では
 認めら.れ疫かつた。
 100個の細胞をまいて,コ・二一形成率で継代による変化をみると,10代までは約50%で
 初期と変らず,↑O代を過ぎると急速に低下し,20代では,大・量培養で初期と変巨)ず増殖して
 いるにかかわらず,ほとんどコロニーは形成され覆い。す逢わち,継代を経るにしたがい,少数
 細胞では増殖しにぐぐ左ってゆぐことが予想される。
 こ.れらのことから,細胞数依存的性格と継代との関係を調べてみた。各継代において,100個
 から5万個まで,うえこみ数を変えて,それぞれ増殖曲線を描いてみると,継代2代目では,1DO
 個で魚5万個でも,倍化時間50時間て変らず,8代目では,4000個では増殖抑制はたいが,
 100個では増殖は遅く、22代では,1000個でも増殖が遅くなっている。これは,継代が
 すすむにつれて,より細胞数依存性に且ってゆくことを示すものであり,このことが,ついには
 大量培養でも増殖不能にしてしまうと思われる。・
 細胞数依存性に関して,居agleらは,細胞膜の漏出性と関係づけ,細胞数が少ないと,細胞
 内から培地に漏出する中間代謝産物が細胞当り多く左り,細胞の代謝がうまく回転し左いことに
 よると説明じている。それ故,継代初期かよぴ末期の細胞のfeederac七ionの強さをはか
 り,その漏出度を比較してみた。6代目及び22代目の細胞によってconditionされた培地
 中での,22代目の細胞190個の増殖により,feederacもionを検討し疫がら,それは
 6代目の細胞の方が強く,継代が進むにつれて,細胞膜が,心ずしもより漏出性になるのでは意
 いことがわかった。人二倍体細胞の細胞数籏存的性格は,肱g工eらの説とぱ別の機序によるも
 のだろうと眉、われる。.
 二倍体細胞死滅の原因1嬉培地や酵素の影響,pHの変化,放射線等と無関係とは思えないがイ
 DNA合成機構そのもの1ては障害のないこと,SV40による形質転換の実験から,末期の細胞程
 DNA合成の制御が強ぐなっていることから,本質的にぱ,分化と同じ機構によるものと思われ
 るD
結 語
 人二倍体細胞の増殖様式の観察から,継代による変化ぱ,細胞数依存的性格の増強であり,そ
 れは,細胞膜の漏出性の増強によるものではないことを示した。
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 審査結果の要旨
 二倍体細胞集団が,invitrOの培養系で一定の分裂の後に死滅してしまうことに着目し,
 細胞の老化について研究したHayflickの報告以後,二倍体細胞の死滅は,細菌やウイルスの
 感染によるものでなく。二倍体細胞の性質であると認められるにいたった。しかし,老化現象は
 斥物界に普偏的に観察される現象であレなボら,そ'の科学的見地からの追究は,組織培養が比較,.'
 的容易に行左われるようになった現在でも,そう多(はないようである。本実験では,比較的長
 期にわたり安定左増殖を示し,樹立細胞系に移行することの稀なヒト二倍体細胞を用いて,その
 継代による変化を増殖様式の観点から詳細に観察している。
 その結果,継代の効果はHayflickやChangの形態的観察からの報告とは異なり,培養
 初期より,細胞数依存的性格の増強というかたちて現われてぐることを明らかにした。また,細
 胞数依存性の機序に関しては,局agleらの説明とは合致せず,細胞膜の漏出性の増大によるも
 のではなぐ,このことはウィルス感染時に冷けるDNA合成,培養初期および末期のウイルスに
 よる形質転換の'頻度の差左どと考え合せると,老化が二倍休細胞内の合成の制御機構の強まりに
 よるものであることを示唆する。最近,発癌剤等による試験管内発癌に関する実験も多くなされ
 ているが,invi七roでは癌化を二倍体性からの逸脱としてとらえてお・り,正常細胞のin
 vi七rOにむける増殖様式をみることは,発癌実験に対しても重要友関係を持つと考えられる。
 '以上の如く,継代による増殖様式の変化が細胞数依存性の増強であるということは新らしい知
 見であり,また,これらの結果は化学発癌剤やウィルスによる細胞の形質転換の実験の基礎と左
 るものであって足細胞生物学に寄与するところが少なくない。よって,学位授与に値するものと
 認める。
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